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て、 IL- 3 依存性に増殖し、 G-CSF の刺激で成熟好中球まで分化するマウス未熟骨髄株 (32D) に WTlを強制発現さ
せ、 G-CSF で刺激したところ、元の32D 細胞とは逆に分化が抑制され増殖が誘導されるという現象が見い出された。
今回 WTlは血球系では癌遺伝子として働き、 G-CSF のシグナル経路を修飾することで増殖を促し、分化を抑制する
という仮説を検証することを目的とした。正常では未熟造血細胞でのみ WTlの発現がみられ、分化すると down
regulate されるのに対し、白血病では分化マーカーが出現しても WTlに持続高発現がみられる。そこで白血病細胞
の normal counterpart である骨髄未熟造血細胞に WTl遺伝子を強制的に高発現させ、 G-CSF を含む各種サイトカ
イン存在下で、増殖、分化に与える影響を colony assay 法ならびにフローサイトメトリーで調べた。
【方法】
1) WTlベクターと producer cell の作成
full length の human WTl遺伝子をレトロウイルス発現ベクターに組み込んだ。このベクターは murme
proliferative sarcoma 由来で neomysin resistant gene (NeoR) を同時に発現する。このベクターをパッケージン
グ細胞株 GPenv+E86にトランスフォームし、高力価 producer cell を作成したo
また WTlの入っていない empty vector をコントロールベクターとした。
2 )マウス骨髄未熟造血細胞の濃縮と WTl遺伝子発現ベクターの導入
マウス C57BL/6 に 5 FU150mg/kg を lV 後 4 日目に骨髄を採取し、 3 日間 IL- 3 , IL-6 , SCF 存在下で pro­




各種サイトカイン存在下でコロニーアッセイを行ったo サイトカインとして G-CSF， IL-3, IL-6, SCF, TPO , 
EPO, sIL-6R を単独または組み合わせて使用した。 50個以上の細胞を有するものをコロニーとした。ベクターの組
み込みと WTlの発現を確認するためコロニーを拾い、 RT-PCR 法により WTl遺伝子と NeoR 遺伝子の発現を確認
したo また形成されたコロニーの分化度の差を評価するため、 Gra-l (穎粒球系の分化マーカー)と Mac-l (単球系
のマーカー)でフローサイトメトリーを行ったo
【成績】
1) WTl強制発現群はコントロール群と比較して G-CSF に反応して骨髄球系コロニー数が増加したo
G-CSF 存在下でコロニーアッセイした時、 WTlを強制発現させた群がコントロール群と比較してコロニー数
(CFU-G , CFU-M) が多く認められた。 G-CSF の濃度を変えて調べたところ、コロニー数の差は G-CSF の濃度が




G-CSF 存在下で形成されたコロニーをまとめて FACS し t:. o Gra-l と Mac-lの発現が WTl強制発現群で有意に抑
制されていた。これにより WTlの持続発現が骨髄球系の細胞の分化を抑制することが示唆された。
3) WTl発現ベクターを導入して形成したコロニーでの WTl遺伝子の発現
G-CSF 存在下で形成したコロニーを個々に拾い WTl遺伝子の mRNA 発現を RT-PCR 法で調べた。 pick up した
すべてのコロニーで human WTlの発現が見られた。これは WTlの持続発現が確認されただけでなく、 G418 によ
る濃縮が効果的で、得られた結果は WTlの発現の有無によるものと考えられた。
【総括】
1 )未熟造血細胞(特殊な細胞株でなく、骨髄未熟造血細胞を濃縮したもの)において WTlは oncogenic に働き
得る事が明らかになった。 2) G-CSF は通常増殖シグナルと分化シグナルの両方を伝えるが、 WTlが存在すると








CSF, IL-3, IL-6 , SCF, TPO, EPO , FLT-3を単独または組み合わせて)存在下で colony assay を行った。サイト
カイン非存在下では両群ともコロニーを形成しなかった。 IL-3 ， IL-6 , SCF , TPO , EPO , FLT-3 存在下ではコロニー
を形成するも両群に差を認めなかったが、 G-CSF 存在時に WTl持続発現群はコントロール群と比較し有意にコロニー
の増殖が促進され、分化が抑制されていた。この結果は WTl遺伝子は白血病においてはむしろ癌遺伝子として働く
ことを示唆するとともに、 G-CSF シグナルの増殖シグナルを促進させ、分化シグナルを抑制するという新たな機能
が示唆された。以上より、本研究は白血病の発症機序の解明に寄与することが期待され、学位の授与に値するものと
評価する。
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